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Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Durch- 
fiihrung zeitgleich oder sequentiell ablaufender chemi- 
scher Reaktionen gemaB dem ersten Patentanspruch. 

Bei vielen chcmischen Versuchsrcihen ist es erfordcr- 
lich, cine VielzahJ von Reaktionspartnern jeweils mit 
einer vorgegebenen Substanz zur Reaktion zu bringen 
und die jeweiligen Reaktionsprodukte zu verwerten, 
weiterzuverarbeiten oder zu analysieren. Bei anderen 
chemischen Versuchsreihen ist es erforderlich, eine vor- 
gegebene Substanz sukzessiv mit einer Reihe von Re- 
gentien in Kontakt zu bringen und die jeweiligen Reak- 
tionsprodukte zu verwerten, weiterzuverarbeiten oder 
zu analysieren. Solche Versuchsreihen sind immer zeit- 
aufwendig und stellen eintonige Routinearbeiten dar. 
Man versucht daher, solche Versuchsreihen mit Hilfe 
geeigneter Vorrichtungen oder Gerate zu automatisie- 
ren. 

Insbesondere in der Biochemie mussen derartige Ver- 
suchsreihen, insbesondere der zweiten Art, haufig 
durchgeftihrt werden. Ein Beispiel hierfur ist die Oligo- 
nukleotid-Synthese, die eine groOe Bedeutung fiir eine 
Reihe von molekularbiologischen Techniken erlangt 
hat Dabei sind insbesondere die Methoden der PCR 
(poly chain reaction) und die DMA-Sequenzanalyse zu 
erwahnen, bei denen sogenannte Trimer", kurze DMA- 
Einzelstrange mit einer Langs von ca. 16 bis 20 Nukleo- 
tiden zum Einsatz kommen. 

Ein weiteres Problem besteht haufig darin, daB die 
Substanzen und ihre Reaktionspartner sehr teuer sind. 
Man wird daher versuchen, mit mdglichst kleinen Men- 
gen auszukommen. 

Besonders in der Sequenz-Analyse mit der sogenann- 
ten "primer walking"- Methode, bei der jeweils die Pri- 
mer-Sequenz fur den nachsten Sequenzier-Schritt aus 
der neubestimmten Sequenz abgelesen und fur die Syn- 
these eines neuen Primers benutzt wird, werden fur die 
eigentliche Sequenzbestimmung nur sehr kleine Oligo- 
nukleotid-Mengen, etwa im pMol-Bereich, eingesetzt. 

Es gibt eine Reihe von kommerziell erhahlichen Ge- 
raten, mit denen prinzipiell Synthesen in Versuchsreihen 
der ersten oder der zweiten Art und insbesondere Oli- 
gonukleotid-Synthesen durchgefQhrt werden konnen. 
Alle diese Gerate sind aber fiir Substanzmengen von 
mehr als 40 nMol ausgelegt, also fQr Mengen, die mehr 
ais 1000 ma! grofler sind als bendtigt. In vielen Fallen 
verhindert der hohe Preis von Primer-Synthesen mit 
den bekannten, kommerziell erhahlichen Geraten eine 
breite Anwendung dieser Methoden. AuBerdem sind die 
kommerziell erhahlichen Gerate ftir maximal vier paral- 
lel Synthesen ausgelegt, so daB eine grdBere Zahl par- 
alleier Synthesen, wie sie z. B. fur Primes Walking- Se- 
quenzierung bendtigt werden, nur in kleinen Arbeitsab- 
schnitten, bei Neubeschickung des Gerats wahrend der 
Arbeitszeit, jedoch z. B. nicht Qber Nacht durchgefQhrt 
werden kann. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine 
Vorrichtung vorzuschlagen, mit deren Hilfe eine im 
Prinzip nahezu unbegrenzte Zahl von chemischen Re- 
aktionen zeitgleich oder sequentiell in der Art der oben 
erwahnten Versuchsreihen durchgefQhrt werden kann. 
Die Vorrichtung soil im Vergleich zu den bekannten 
Geraten mit geringeren Substanzmengen betrieben 
werden konnen. Ferner soil die Vorrichtung so konzi- 
piert sein, dafl sie automatisch gesteuert werden kann. 

Die Aufgabe wird durch eine Vorrichtung mit den im 
ersten Patentanspruch g nannten Merkmalen geldst 



Vorteilhafte Ausfiihrungsformen der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung sind in den abhangigen Anspriichen 
angegeben. 

Die Erfindung basiert auf den folgenden Oberlegun- 
5 gen: 

Wenn der Verbrauch von Reagentien niedrig gehalten 
werden soil, mussen sowohl das Volumen der Reak- 
tionsraume als auch das Totvolumen zwischen Ventilen, 
uber die die Reagentien zu den Reaktionsraumen ge- 

10 schaltet werden, und den Reaktionsraumen moglichst 
gering gehalten werden. 

In den bekannten Geraten sind die Schaltventile uber 
PTFE-Schiauche mit den Reaktionsraumen verbunden. 
Obwohl die Reaktionsraume nur ein Volumen von ca. 

15 100 p.1 aufweisen, betragt das gesamte freie Volumen ca. 
200 |iL 

Wenn weiterhin die Zeiten fiir eine Synthese auch fiir 
kleine Mengen kurz gehalten werden sollen, muB es 
moglich sein, die Konzentration der Reagentien trotz 

20 der kleinen benotigten Mengen hoch zu halten. 

Beiden Forderungen steht die herkommliche Anord- 
nung von die ublichen Schaltventile und Reaktionsrau- 
men entgegen. 
Daher wird eine Vorrichtung vorgeschlagen, die ohne 

25 Ventile auskommt Auf diese Weise kann das Totvolu- 
men entscheidend vermindert werden. 

In der Fig. 1 ist eine Ausfuhrungsform der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung dargestellt. Mit dieser Ausfuh- 
rungsform kdnnen gemaB der ersten Art der eingangs 

30 genannten Versuchsreihen vorgelegte Substanzen mit 
jeweils einem Reaktionspartner in Kontakt gebracht 
werden. Die Erfindung wird im folgenden anhand dieser 
Figur erlautert. 
Fig. 2 stellt eine weitere Ausfuhrungsform dar, die bei 

35 der oligonucleotid-Synthese eingesetzt wird 

Die im folgenden verwendeten Begriffe "unten" und 
n obcn n werden ledigiich im Interesse einer klareren Dar- 
stellung der Erfindung verwendet und beziehen sich auf 
die in den Figuren dargestellten Ausfiihrungsformen. 

40 Die z- B. in Fig. 1 dargestellte Vorrichtung kann jedoch 
auch umgedreht (*auf dem Kopf stehend") oder auf der 
Seite liegend betrieben werden. Die Erfindung umfaBt 
auch solche Ausfuhrungformen. 
Die erfindungsgernafle Vorrichtung besteht im we- 

45 sentlichen aus vier Staben 1, 2, 3, 4, die horizontal ange- 
ordnet sind und ubereinander liegen. Die Stabe beriih- 
ren sich daher an sechs Flachen 5, die im folgenden als 
Kontaktflachen bezeichnet werden. Der obere und der 
untere Stab 4, 1 stehen uber jeweils eine Kontaktflache 

50 5 mit dem benachbarten Stab in Beruhrung; die beiden 
mittleren Stabe weisen jeweils zwei Kontaktflachen 5 
auf. Die Kontaktflachen 5 sollen moglichst eben und 
glatt sein; sie sind z. B. durch Schleifen und Polieren in 
der Weise bearbeitet, daB sie spaltfrei gegeneinander 

55 bewegt werden kdnnen. 

In der erfindungsgemaBen Vorrichtung sind die Kon- 
taktflachen gegeneinander gepreBt Der erforderliche 
PreBdruck kann durch Ausnutzung des Eigengewichts 
der Stabe und/oder durch Federelemente aufgebracht 

60 werden. Die H6he des PreBdrucks ist u. a. vom Betriebs- 
dmck der Vorrichtung, der Viskositat der eingesetzten 
Reagentien und dem Material der Stabe, insbesondere 
von der Oberflachenspannung der Reagentien auf dem 
Material, abhangig und wird in Abhangigkeit von diesen 

65 Parametern vorgegeben. 

Mit dieser Anordnung wird erreicht, daB sich die Sta- 
be an ihren Kontaktflachen gegeneinander bewegen 
lassen und daB die Kontaktflachen dennoch eine Flus- 
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sigkcitssperre bilden und somit eine flussigkeitsdichte 
Abdichtung bewirken. 

Im ubrigen ist die Form der Stabe frei wahlbar. Vor- 
zugsweise wird man quaderformige oder plattenfdrmi- 
ge St^be verwenden. Die Stabe konnen weiterhin an 
den nicht als IContaktflachen verwendeten Seiten mit 
Fiihrungsnuten oder -schienen, Federelementen und mit 
solchen Halteelementen versehen werden, die einen 
Austausch ermoglichen. 

Der unterste, erste Stab 1 ist ortsfest mit der Vorrich- 
tung verbunden. Beispielsweise kann der erste Stab auf 
einer Grundplatte 16 befestigt sein. Er weist ferner meh- 
rere durchgehende Bohrungen 6 auf. Obwohl die Boh- 
rungen prinzipiell nicht vertikal verlaufen mussen, wird 
man aus fertigungstechnischen Grunden die Bohrungen 
senkrecht zur Langsachse der Stabe anordnen. Mit den 
Bohrungen konnen flussigkeitsdicht etwa uber einge- 
setzte Fittings, von unten Reagentienleitungen 12 ver- 
bunden werden, die beispielsweise in Reagentien- Vor- 
ratsflaschen munden. Die Anzahl der Bohrungen 6 
hangt von der Anzahl der fur die Versuchsreihe notwen- 
digen Reagentien ab. Man wird die Anzahl der Bohrun- 
gen so wahlen, daQ moglichst fur jedes erforderliche 
Reagenz eine Bohrung und damit eine Reagentienlei- 
tung zur Verfugung stent, so daB die Vorratsflaschen 
wahrend des Versuchs nicht gewechselt werden mussen. 

Der iiber dem ersten Stab 1 liegende und mit diesem 
Qber die beiden jeweiligen Kontaktflachen 5 in Beruh- 
rung stehende zweite Stab 2 ist fest mit einer Trager- 
platte 7 verbunden und laBt sich gegenuber dem ersten 
Stab durch eine horizontale Bewegung der Tragerplatte 
verschieben. Dieser Stab weist eine durchgehende, vor- 
zugsweise vertikal angebrachte Bohrung 8 auf. 

Der uber dem zweiten Stab 2 liegende und mit diesem 
uber die beiden benachbarten IContaktflachen in Beruh- 
rung stehende dritte Stab 3 ist ebenfalls mit der Trager- 
platte 7 verbunden, jedoch in der Weise, daQ er relativ 
zu der Tragerplatte verschiebbar ist Er weist eine An- 
zahl n von Reaktionsraumen 9 auf, die nach oben und 
nach unten offen sind. Die Form der Reaktionsraume 
richtet sich nach der Art der durchzufuhrenden Reak- 
tion und nach der Menge der Reagentien. Prinzipiell 
konnen die Reaktionsraume durch Bohrungen herge- 
stellt werden. Bei Oligonukleotid-Synthesen werden als 
Reaktionsraume haufig Kunststoff-Fritten eingesetzt, 
zwischen denen ein Trager aus porosem Glas gehalten 
wird. In diesem Fall kann es notwendig sein, daB die 
Reaktionsraume wie in der Figur angedeutet bauchig 
erweitert sind. Der dritte Stab 3 kann dann beispielwei- 
se aus zwei Schichten bestehen, von denen eine die Re- 
aktionsraume und die unteren Offnungen enthalt und 
die andere als Deckel mit den entsprechenden oberen 
Offnungen ausgebiidet ist Obwohl die oberen und die 
unteren Offnungen der Reaktionsraume prinzipiell 
nicht vertikal ubereinander angeordnet werden mussen, 
ist eine solche Anordnung aus fertigungstechnischen 
Grunden vorzuziehen. Die Aiizahl n der Reaktionsrau- 
me hangt von der Anzahl der durchzufuhrenden Reak- 
tionen ab und ist — bei entsprechender Lange der Stabe 
— im Prinzip frei wahlbar. 

Es erweist sich als vorteilhaf t, wenn alle Stabe, zumin- 
dest jedoch der dritte Stab 3 temperierbar und thermo- 
statisierbar sind. In diesem Fall kdnnen Reaktionen auch 
bei vorgegebener Temperatur oberhalb oder unterhalb 
der Raumtemperatur durchgefQhrt werden. 

Der uber dem dritten Stab 3 liegende und mit diesem 
uber die beiden benachbarten Kontaktflaxhen in Beriih- 
rung stehende vierte Stab 4 ist ebenso wie der zweite 



Stab 2 fest mit der Tragerplatte 7 verbunden und enthalt 
eine durchgehende Bohrung 10. Fiir diese Bohrung wird 
wiederum eine vertikale Anordnung bevorzugt 

Fur die Funktion der Vorrichtung ist es wesentlich, 
5 daB es n verschiedene Stellungen der Stabe 2, 3 und 4 
gibt, bei denen die Bohrungen 8 und 10 sowie die obere 
und die untere Offnung eines der Reaktionsriume eine 
durchgehende Verbindung darstellen. Die Anzahl n ent- 
spricht dabei der Anzahl der vorgesehenen Reaktions- 

io raume. Diese Bedingung ist am einfachsten erfiillt, wenn 
die Bohrungen 8 und 10 senkrecht ausgefuhrt wurden, 
auf einer gemeinsamen Geraden liegen und wenn die 
obere und die untere Offnung eines jeden Reaktionsrau- 
mes senkrecht ubereinander angeordnet sind. Prinzipiell 

15 konnen jedoch die Bohrungen 8 und 10 auch in anderen 
Winkeln sowie die obere und die untere Offnung eines 
jeden Reaktionsraums gegeneinander verschoben an- 
gebracht werden, solange die genannte Bedingung er- 
fiillt ist 

20 Die Bohrung 10 des vierten Stabs 4 kann z, B. uber 
geeignete Fittings mit einer Leitung 13 verbunden sein, 
in die eine Pumpe 14 eingesetzt ist Eine Pumpe ist 
insbesondere dann erforderlich, wenn die Reagentien- 
leitungen 12, die in den unteren Teil der Bohrungen 6 

25 munden, und die hieran angeschlossenen Reagentien- 
Vorratsflaschen nicht in der Weise angeordnet sind, daB 
die Reagentien aufgrund eines Gefalles in die Vorrich- 
tung stromen. Weiterhin kann auf eine Pumpe verzich- 
tet werden, wenn die Vorrichtung gegenuber der in der 

30 Figur dargestellten Ausfuhrungsform "aufdem Kopf ste- 
hend" betrieben wird, so daB der erste Stab 1 den obe- 
ren und der vierte Stab 4 den unteren Stab darstellt In 
diesen Fallen kann fiir manche Verwendungszwecke 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung auf eine Pumpe. 

35 verzichtet werden. 

Fur die in der Figur dargestellte Ausfuhrungsform 
wird jedoch im ailgemeinen eine Saugpurnpe eingesetzt 
werden. Besonders bevorzugt wird eine solche Saug- 
purnpe, bei der die Forderrichtung umgekehrt werden 

40 kann, z. B. eine Schlauchpumpe. Durch eine zeitweise 
Umkehrung der Forderrichtung kann eine gute Durch- 
mischung der Reagentien in den Reaktionsraumen 9 
erreicht werden. Zusatzlich zu der Pumpe 14 kann auch 
ein DurchfluBmonitor 21 in die Leitung integriert wer- 

45 den. 

Fur einen automatisierten Betrieb der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung ist es auBerst vorteilhaft, wenn so- 
wohl die Bohrungen 6 im ersten Stab 1 als auch die 
oberen und unteren Offnungen der Reaktionsraume 9 

50 im dritten Stab 3 in einem konstanten Abstand ange- 
bracht sind. In diesem Fall kann die Tragerplatte 7 durch 
einen automatisch, z. B. durch einen entsprechend pro- 
grammierten Computer, gesteuerten Schrittmotor hori- 
zontal bewegt werden, wobei die Schritte des Schritt- 

55 motors dem konstanten Abstand entsprechen und die 
jeweilige Zeitdauer einer Position durch den Computer 
vorgegeben wird. Ober einen Schrittmotor und den 
Computer kann auch die Pumpe angesteuert werden. 
Der dritte Stab 3, der die Reaktionsraume 9 enthalt, 

6o wird beim Betrieb der Vorrichtung relativ zu der Tra- 
gerplatte 7 bewegt Diese Bewegung kann durch ver- 
schiedene Konstruktionselemente erzielt werden. Bei- 
spielsweise ein weiterer Schrittmotor fur die horizonta- 
le Bewegung des dritten Stabs 3 vorgesehen werden. 

65 Auch dieser Schrittmotor kann laBt sich durch einen 
Computer steuern. Haufig erscheint es jedoch einfacher, 
einen Anschlag 11 oder zwei AnschlSge 11, 11' vorzuse- 
hen, der b i sich bewegender Tragerplatte 7 dafiir sorgt 
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daB der dritte Stab 3 relativ zur sich bewegenden Tra- 
gerplatte 7 zumindest zeitweise in einer ortsfestcn Stel- 
lung gehalten wird. StoOt der dritte Stab 3 nicht an den 
Anschiag an, wird er wegen der Reibung der Kontakt- 
flachen zusammen mit der Tragerplatte bewegt. 

Auch der Anschiag kann prinzipiell z. B. mechanisch 
uber ein Schraubgewinde oder automatisch uber einen 
Motor und einen Computer verstellbar konstruiert sein. 
In welcher Weise der Anschiag It angebracht ist, hangt 
davon ab, ob die erste oder die zweite Art der eingangs 
erwahnten Versuchsreihen durchgefuhrt werden soil. 

In Fig. 1 ist der Anschiag auf der rechten Seite der 
Figur angebracht und bewirkt, daB die Reaktionsraume 
9 des dritten Stabs 3 bei sich nach rechts bewegender 
Tragerplatte 7 ortsfest relativ zum ersten Stab 1 und zu 
der Grundplatte gehalten wird. Auf diese Weise lassen 
sich die Reaktionsraume 9 nacheinander zwischen den 
Bohrungen 8 und 10 in den Staben 2 bzw. 4 positionie- 
ren, urn nach dem Verschieben der Tragerplatte 7 nach 
links uber die Reagentienleitungen 12 einen Reagen- 
tienfluB durch die ausgewahlte Reaktionskammer zu er- 
moglichen. 

Der dritte Stab 3 enthalt auBer den Reaktionsraumen 
9 vorzugsweise eine Bohrung 15, die seitlich neben der 
Gruppe der Reaktionsraume angebracht ist, wobei man 
die Bohrung 15 in der Weise anordnen wird, dafl ihr 
Abstand zu den oberen und unteren Offnungen des 
nachstliegenden Reaktionsraumes dem oben erwahnten 
konstanten Abstand entspricht Mit dieser Bohrung 15 
kann die Vorrichtung gespult werden. Ferner lassen sich 
uber diese Bohrung die Leitungen 12 und 13 entluften. 

Der Durchmesser samtlicher Bohrungen sollte auf 
Art der Reagentien, die zu verwendenden Synthese- 
mengen und auf den erwunschten DurchfluB, somit auf 
den tolerierbaren Stomungswiderstand abgestimmt 
werden, weil das Totvolumen mit dem Durchmesser an- 
steigt. Prinzipiell existieren jedoch keine Einschrankun- 
gen bezuglich des Durchmessers der Bohrungen. 

Fur die Stabe der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
und insbesondere fur die Kontaktflachen 5 konnen prin- 
zipiell alle Materialien verwendet werden, die sich maB- 
genau pressen oder spanend bearbeiten, somit bohren, 
frasen und schleifen lassen. Die Stabe iassen sich gege- 
benenfalls auch aus ICunststoff, z. B. durch SpritzguB 
herstellen. Einschrankungen konnen sich hinsichtlich 
der einzusetzenden Reagentien ergeben, gegen die zu- 
mindest die Bohrungen 6, 8, 10, die Reaktionsraume 9 
und die Kontaktflachen 5 bestandig sein mussen. Fur die 
Stabe kann z. B. ein Edelstahl verwendet werden, wobei 
man die Kontaktflachen gegebenenfalls besonders be- 
handeln oder beschichten wird. Ein sehr geeigneter 
Werkstoff far die Stabe ist sogenanntes "machinable 
glass", eine Mischung aus Glas und Glimmer, das sich 
mit hoher Prazision sagen, frasea bohren und schleifen 
IaBt Dieser Werkstoff, der gegen die meisten aggressi- 
ven Reagentien bestandig ist, wird z. B. unter dem Wa- 
renzeichen MACOR von der Fiona Corning, USA ver- 
trieben. 

Die Staibe brauchen nicht aus demselben Material zu 
bestehen. Beispielsweise kann ein dritter Stab aus Stahl 
oder Aluminium mit MACOR R -Staben kombiniert wer- 
den. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung weist gegenuber 
den bekannten Vorrichtungen eine Reihe von wesentli- 
chen Vorziigen auf. 

Die Dichtigkeit geschliffener Kontaktflachen zwi- 
schen den Staben ist im allgemeinen vdllig ausreichend 
fur das Ansaugen der Reagentien auch aus tiefer gelege- 



nen Reagentien-Vorratsflaschen und gut genug, urn 
Kreuzkontaminationen der Reagentien hinreichend 
klein zu haiten. Werden die Kontaktflachen frei von 
Kratzern gehalten, ist zu erwarten, daB die Dauerhaftig- 
5 keii der erfindungsgemaBen Vorrichtung besser ist als 
die Dauerhaftigkeit herkommlicher PTFE/Stahlventile 
in den bekannten Vorrichtungen. 

Ein weiterer Vorteil ist, daB das Totvolumen sehr 
klein. z. B. bei ca 10 ul, gehalten werden kann. 

10 Die Reagentienraume kdnnen mit sehr geringen Vo- 
lumina von Reagentien gespult werden und die Reagen- 
tien werden nur mit geringer Vermischung an die Re- 
agentienraume herangefuhrt Der Verbrauch an Re- 
agentien kann deshalb optimal an kleine Synthesemen- 

15 gen angepaflt werden. Beispielsweise konnten mit ei- 
nem Prototyp der erfindungsgemaBen Vorrichtung Oli- 
gonukleotid-Synthesen mit Tragermaterial fur ca 10 
nMol mit einem Gesamtdurchsatz an Reagentien von 
nur 1,7 ml pro Kopplung durchgefuhrt werden; dies ist 

20 ca4 bis 5 mal weniger als bei bekannten Geraten. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann zudem in 
vielfaltiger Form an die zu losenden Aufgaben angepaBt 
werden. So ist die Zahl der Reagentienraume und Re- 
agentienleitungen bei entsprechend langen Staben na- 

25 hezu frei wahlbar. Die Reagentienraume und die Boh- 
rungen fur die Reagentienleitungen kemnen zudem in 
parallelen Reihen angeordnet werden, wobei die Tra- 
gerplatte horizontal nicht nur in einer Richtung (x-Ach- 
se), sondern in zwei Richtungen (x- und y-Achse bewegt 

30 wird. In diesem Fall kann es vorteilhaft sein, wenn der 
zweite 2 und der vierte 4 Stab nicht nur eine, sondern 
mehrere Bohrungen enthalt, die uber den parallelen 
Reihen der Reagentienraume und der Bohrungen fur 
die Reagentienraume liegen. 

35 Die Erfindung und ihre Wirkungweise wird im folgen- 
den anhand eines Durchfuhrungsbeispiels naher erlau- 
tert. 
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Beispiel 

Ausfuhrungsform fur die Oligonukleotid-Synthese 



Die fur die Oligonukleotid-Synthese eingesetzte Aus- 
fuhrungsform ist in Fig, 2 dargestellt; sie enthielt 7 Re- 

45 agentienraume 9 und 14 Bohrungen 6 im ersten Stab, die 
jeweils in einer einzigen Reihe angeordet waren. Samtli- 
che Bohrungen verliefen senkrecht Die Tragerplatte 
wurde uber eine Spindel 19 durch einen Schrittmotor 18 
bewegt, der uber einen Computer gesteuert wurde. In 

50 die Leitung 13 an Bohrung 10 war eine Schlauchpumpe 
14 eingesetzt, die ebenfalls durch den Computer gesteu- 
ert wurde. Die Effizienz der Synthese wurde durch ei- 
nen Absorptions-DurchfluB-Monitor uberwacht, der 
zwischen Bohrung 10 und die Schlauchpumpe 14 in die 

55 Leitung 13 eingesetzt wurde. 

Die Vorrichtung enthielt ferner zwei Anschlage 11, 
IV. Mit den Blocken 20 wurde der Stab 1 auf der Grund- 
platte fixiert Diese Blocke sind vor der verschiebbaren 
Tragerplatte 7 montiert 
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Durchfuhrung einer Oligonukleotid-Synthese 



Mit der in Beispiel 1 beschriebenen Ausfuhrungsform 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung wurden Oligonu- 
65 kleotid-Synthesen durchgefuhrt. 

Die einzelnen Nukleotid-Bausteine wurden in sich 
wiederholenden Synthesezyklen an das erste aktivierte 
Nukleotid angekoppelt, welches an dem pordsen Glas in 
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einem Reaktionsraum zwischen den Kunststoff-Frittcn 
gehalten wurde. Diese Zyklen bestehcn aus 

a) Entfernen der Trityl-Schutzgruppe durch Tri- 
chloressigsaure in Dichlorethan geldst, 5 

b) Ankopplung des Nukleotid-Bausteins, der als 
Phosphoramidit in stabilisierter Form in Acetonitril 
geldst vorlag, 

c) Blockierung der Nukleotid-Enden, die nicht rea- 
giert habea durch das sogenannte Capping, to 

d) Oxidation des Phosphors durch Jod. 

Vorraussetzung fur eine Synthese der Oligonukleoti- 
de mit guter Effizienz ist ein mdglichst vollstandiger 
AusschluB von Feuchtigkeit. Dieser konnte durch die 15 
eingesetzte Vorrichtung gewahrieistet werden. 

Vorbereitung einer Synthese: 

Die Federn 17 werden geldst, so daB Stab 4 abgeho- 20 
ben werden und Stab 3 dem Gerat entnommen werden 
kana In die Reaktionsraume 9 wird die Saulenfullung 
eingebracht Dazu wird jeweils eine Fritte 
(3,0 mmxl^ mm, Polyethylen) in eine Reaktionskammer 
9 gedriickt, gefoigt von ca. 2— 3 mg eines Nukleosid-be- 25 
ladenen CPG-Tragers (Millipore, ca. 5 u.mol/g, 500 Ang- 
strom Poren) und einer zweiten Fritte als Abdeckung. 
Der Nukleosidtrager wird entsprechend der zu syntheti- 
sierenden Sequenz fur die entsprechende Reaktions- 
kammer ausgewahlt (G, A, T oder C). 30 

Nach Einschalten des Gerates wird die Tragerplatte 7 
nach links in eine Referenzposition gefahren. Der Stab 
3, der mit den Saulenfullungen beladen ist, wird wieder 
in das Gerat eingesetzt Der Stab 4 wird wieder aufge- 
Iegt und die Federn gespannt, um beide Stabe, 3 und 4, 35 
an den Stab 2 zu pressen. Der Druck betragt im Proto- 
typ ca. 500 p, richtet sich aber nach der Qualitat der 
Kontaktflachen. 

Die Tragerplatte wird unter PC-KontroIle nach 
rechts gefahren, so dafl der rechte Anschlag XV den 40 
Stab 3 so weit verschiebt, daB Bohrung 15 in Stab 3 mit 
Bohrung 8 in Stab 2 und Bohrung 10 in Stab 4 fluchtet 

Danach kann die Tragerplatte wieder nach links ver- 
schoben werden, so daB Bohrung 8 in Stab 2 uber die 
jeweils benbtigte Reagentienleitung 6 zu stehen kommi 45 

Zur Entluftung und Spiilung der Reagentienleitungen 
werden nun vorbestimmte Mengen aller Reagentien 
durch die Bohrungen 8, 15 und 10 uber die Leitung 13 
und die Pumpe 14 abgepumpt 

Die Reihenfolge ist: 50 

Dichlorethan, Trichloressigsaure (TCA t 1% in Di- 
chlorethan), Dichlorethan, Acetonitril, Capping-Rea- 
genz A, Capping Reagenz B, Oxidations-Reagenz, Ace- 
tronitril, Tetrazol, A-Amidit, T-Amidit, C-Amidit und 
G- Amidit, Acetronitril, Dichlorethan. 55 

Danach ist das Gerat bereit zur Oligonukleotidsyn- 
these. 

Die zu synthetisierenden Sequenzen werden uber die 
Tastatur am PC eingegeben. Dabei konnen am Prototyp 
bis zu sieben Sequenzen von einer Lange bis zu 50 60 
Nukleotiden eingegeben werden. 

Nach der Eingabe wird die Synthese vom PC aus 
startet. Zur Synthese des ersten Oligonuklotids wird die 
Tragerplatte so weit nach links gefahren, daB der Stab 3 
zwischen den Staben 2 und 4 durch den linken Anschlag 65 
nach rechts verschoben wird, bis die erste Reaktions- 
kammer 9 in Stab 3 mit den Bohrungen 8 und 10 in den 
Staben 2 und 4 fluchtet 
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Beginn einer Synthese 



Zum Beginn der Synthese wird zunachst die Trager- 
platte wieder nach rechts verschoben, bis die Bohrung 8 
Qber der Reaktionsleitung fur Dichlorethan stent. Die 
Reaktionskammer 9, welche die Saulenfullung enthalt, 
wird mit 140 u.1 Dichlorethan gewaschen. Dabei wird im 
Waschprogramm durch eine kurze Pump-Phase in um- 
gekehrter Richtung fur eine gute Durchmischung ge- 
sorgt 

Danach wird die Tragerplatte in die TCA-Position 
gefahren. Die Reaktionskammer wird mit TCA durch- 
spiilt, wodurch die Schutzgruppe am Nukleotid des 
CPG-Materials entfernt wird. Danach wird wieder mit 
Dichlorethan gewaschen. 

Addition eines Nukleotids 

1. Waschen mit Acetonitril. Wie beim Waschen mit 
Dichlorethan: 140 [ii mit kurzer Pumpumkehr. 

2. Zugabe von Amidit-Ldsung und Tetrazol, dem Ak- 
tivator. Es werden zur besseren Durchmischung dreimal 
im Wechsel 10 u.1 Tetrazol und 10 u.1 Amiditlosung in die 
Reaktionskammer gepumpt, gefoigt von 10 u.1 Tetrazol. 
Zur Reaktion wird die Tragerplatte in die Acetonitril- 
Position gefahren. In dieser Stellung wird zur weiteren 
Durchmischung wahrend der Reaktion mit langsamer 
Pumpgeschwindigkeit das Reagenzgemisch in der Re- 
aktionskammer dreimal um 10 u.1 zuriick- und vorge- 
pumpt. Nach AbschluB der Reaktion wird mit Acetoni- 
tril gewaschen. 

3. Zum Inaktivieren der freien Gruppen, die kein Ami- 
dit angekoppelt haben, werden die Reagenzien Capping 
A und Capping B in die Reaktionskammer gepumpt und 
kurz vermischt 

4. Nach kurzem Waschen mit Acetonitril wird Oxida- 
tions-Reagenz durch die Kammer gepumpt 

5. Nach nochmaligem Waschen mit Acetonitril, ge- 
foigt von Dichlorethan wird mit TCA die Trityl-Schutz- 
gruppe von dem neu angefugten Amidit abgespalten. 
Die Menge dieses Tritylrestes kann im DurchfluB-Moni- 
tor durch Absorptionsmessung bei einer Wellenlange 
von 550 nm bestimmt werden. 

Mit diesem Schritt ist die Ankoppelung eines Nukleo- 
tids abgeschlossen. Wenn ein weiteres NukJeotid ange- 
f ugt werden soil, wird wie in den Schritten 1 bis 5 verf ah- 
ren. 

Nach Ankoppelung des letzten Nukleotids der einge- 
gebenen Oligonukleotid-Sequenz wird mit Dichloret- 
han gewaschen. 

Falls ein weiteres Oligonukleotid synthetisiert wer- 
den soil, wird die Tragerplatte nach links verschoben, bis 
der Stab 3 durch den linken Anschlag so weit nach 
rechts verschoben ist, daB die nachste Reaktionskam- 
mer mit den Bohrungen 8 und 10 in den Staben 2 und 4 
fluchtet Dann wird die Synthese des nachsten Oligonu- 
kleotids wie oben beschrieben durchgef uhrt 

Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Durchfuhrung zeitgleich oder 
sequentiell ablaufender chemischer Reaktionen mit 
den Merkmalen: 

a) vier horizontal angeordnete Stabe (1, 2, 3, 4) 
sind iibereinander liegend angeordnet; 

b) die aufleren Stabe (1, 4) weisen je eine, die 
mittleren Stabe (2, 3) weisen je zwei einander 
gegenOberliegende Kontaktflachen (5) auf. 
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uber die sie untercinandcr in Kontakt stehen; 

c) die Kontaktflachen (5) sind in einer Weise 
bearbeitet und gegeneinander gepreBt, daQ 

— die Stabe horizontal gegeneinander ver- 
schiebbarsind, 5 

— die Kontaktflachen eine fliissigkeitsdichte 
Abdichtung bewirken; 

d) derersteStab(l) 

— weist mehrere durchgehende Bohrungen (6) 
aufund !0 

— ist mit der Vorrichtung fest verbunden; 

e) der mit dem ersten Stab (1) in Kontakt ste- 
hende zweite Stab (2) ist 

— fest mit einer relativ zum ersten Stab (1) 
horizontal bewegbaren Tragerplatte (7) ver- 15 
bunden und 

— weist eine durchgehende Bohrung(8)auf; 

0 der mit dem zweiten Stab (2) in Kontakt 
stehende dritte Stab (3) ist 

— horizontal verschiebbar auf der Tragerplat- 20 
te (7) angebracht und 

— weist eine Anzahl n von oben und unten mit 
Offnungen versehenen, Reaktionsraumen (9) 
auf; 

g) der mit dem dritten Stab (3) in Kontakt ste- 25 
hende vierte Stab (4) ist 

— fest mit der Tragerplatte (7) verbunden und 

— weist eine durchgehende Bohrung(lO) auf; 

h) es sind n verschiedene Stellungen des drit- 
ten Stabs (3) relativ zum zweiten (2) und vier- 30 
ten (4) Sub einstellbar, bei denen die Bohrun- 
gen (8, 10) und die Offnungen eines der Reak- 
tionsraume (9) eine durchgehende Verbindung 
herstellen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 35 
zeichnet, daB die Bohrungen (8, 10) des zweiten (2) 
und des vierten (4) Stabes vertikal verlaufen und 
auf einer gemeinsamen Geraden liegen. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Bohrungen (6) des ersten 40 
Stabs (1) flussigkeitsdicht mit Reagentienleitungen 
(12) verbunden sind. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Bohrung (10) des vierten 
Stabs (4) flussigkeitsdicht mit einer Leitung (13) 45 
verbunden ist. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in die Leitung (13) eine Pumpe (14) 
eingesetzt ist. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 50 
dadurch gekennzeichnet, dafl die Bohrungen (6) im 
ersten Stab (1) und die oberen und unteren Offnun- 
gen der Reaktionsraume (9) im dritten Stab (3) je- 
weils in einem konstanten Abstand angebracht 
sind 55 

7. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB der dritte Stab (3) durch ein 
Konstruktionselement in der Weise gegenuber der 
Tragerplatte (7) horizontal verschoben wird, daB 
die Bohrungen (8) und (10) des zweiten-(2) und vier- 6 o 
ten (4) Stabs mit der oberen und der unteren Off- 
nung eines der Reaktionsraume (9) fluchten. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Konstruktionselement ein An- 
schlagist 65 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Konstruktionselement ein erster 
Schrittmotor ist. 
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10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet. daB die Tragerplatte (7) 
durch einen zweiten Schrittmotor horizontal be- 
wegt wird. 

1 1. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der erste Schrittmotor von einem 
Computer gesteuert ist. 

12 Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der zweite Schrittmotor von ei- 
nem Computer gesteuert ist. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Pumpe (14) von einem Computer 
gesteuert ist 

14. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der dritte Stab (3) eine durchgehende 
Bohrung (15) enthalt, die in dem konstanten Ab- 
stand zu der oberen und unteren Offnung eines der 
Reaktionsraume (9) angebracht ist 

15. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Stabe (1, 2, 3, 4) aus einem spanend 
bearbeitbaren Glas bestehen. 
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